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5 La presente invention concerne un compose peptidique, entrainant une reponse T 
specifique des tumeurs, qui comprend une sequence d*au moins 8 acides amines 
consecutifs de la sequence peptidique codee par une sequence en phase decalee du 
gene iCE. L* invention porte egaiement sur une composition pharmaceutique 
* comportant ledit compose peptidique et sur Tutilisation de ces composes pour la 
10 fabrication d'un medicament destine au traitement du cancer, en particulier au 
traitement des tumeurs solides. 

Divers produits s'averent etre reconnus par des cellules T reactives vis-a-vis des 
tumeurs, la plupart d'entre eux etant isoles a partir de patients presentant des 

15 melanomes. Certains de ces antigenes (Ag) representent des produits de genes non 

mutes dont rexpressiomdans des tissus d*adultes normaux est limitee aux testicules - — 

(MAGE-1, MAGE-3, BAGE et GAGE) (1-4). D'autres genes non mutes sont des 
antigenes de differenciation qui sont aussi , exprimes, par exemple, dans des 
melanocytes normaux mais pas dans d'autres tissus normaux. Ceux-ci comprennent 

20 les produits geniques de lignee melanocytaire MART-l/MelanA (5, 6), gplOO (6), 
tyrosinase (7, 8) et gp75 (9). Les cellules T reactives vis-a-vis des melanomes 
s'averent aussi reconnaitre des produits mutes des genes de a-catenine (10), MUMl 
(11) et CDK-4 (12). Les cellules T reaaives vis-a-vis du carcinome de cellules 
renales (RCC) s*averent aussi reconnaitre des produits de genes mutes 

25 ponctuellement tels que HLA-A2 (13) ou HSP70-2 (14). 

En outre, certains Ag reconnus par des cellules T reactives peuvent etre generes par 
des produits de transcription modifies, comprenant des sequences introniques, 
comme dans le cas de MUM-1 (11), N-acetylglucosaminyltransferase-V (GnT-V) 
30 - (15) ou gplOO (16). La surveillance par les cellules T de Tintegrite des cellules peut 
se focaliser sur des peptides codes par une phase de lecture ouverte (ORF) alternative 
situee a Tinterieur de TORF primaire, comme dans le cas de gp75/TRP-l (17) et NY- 
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E50-1 (18). Peu d'exemples existent dans la litterature sur I'utilisation des ORF 
alternatives dans les eucaryotes et la signification biologique des produits 
• correspondants est inconnue. Neanmoins, on peut supposer que ces produits 
pourraient servir de cibles antigeniques et augmenter Tefficacite de la surveillance 
5 immunitaire. En effet, II y a une relation de plus en plus nette entre le ccntrole 
traductionnel anormal de Texpression de genes (comme pour c-mys ou FGF-2) (19- 
21) et Tapparition d'un cancer, et done les peptides immunogeniques dans des 
tumeurs peuvent provenir de peptides derivant de TORF primaire mais egalement 
• d'ORF alternatives. 

10 

Le criblage d'une bibliotheque d'ADNc avec un clone de cellules T reactives vis-a- 
vis du carcinome de cellules renales (RCC) de restriction HLA-B7, derivant de 
lymphocytes infiltrant les tumeurs (TBL) qui ont ete amplifies par clonage in vivo, a 
conduit dans le cadre de la presente invention a Tisolation d'un nonamere code par 

15 une phase ouverte de lecture (ORF) alternative (A + 1 decalage de phase) du gene de 
la carboxyle esterase intestinale (iCE). Ce peptide se fixe aux molecules presentant 
HLA-B*0702, comme determine dans un test de fixation par immunofluorescence en 
utilisant des cellules T2 transfectees. L'expression constitutive de cette proteine 
d'ORF alternative a ete observee dans toutes les lignees de cellules renales HLA-B7* 

20 transformees qui etaient reconnues dans des essais de cytotoxicite par les TDL. Le 
gene de iCE est transcrit dans des tumeurs RCC ainsi que dans des tissus normaux de 
foie, d'intestin ou de rein. Une mutation du site d'initiation de traduction ATG naturel 
n'altere pas la reconnaissance, ce qui montre que le decalage de cadre (c*est-a-dire le 
glissement du ribosome vers Tavant) et le recodage ne sont pas les mecanismes 

25 impliques. De plus, une mutation ponctuelle des trois codons AUG pouvant servir de 
sites d'initiation de traduction altematifs dans TORF +1 n'abolit pas la 
reconnaissance, tandis que la mutation d'un codon ACG en amont le fait, indiquant 
que ce dernier codon initie la traduction de I'ORF alternative. De maniere inattendue, 
cette ORF alternative est done initiee a partir d'un codon cryptique non-AUG (ACG). 

30 . 
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Description 

• Ainsi, la presente invention concerne un compose peptidique, entrainant une reponse 

T specifique des tumeurs, qui comprend une sequence d'au moins 8 acides amines 

5 consecutifs de la sequence peptidique codee par la sequence en phase decalee (A+1 

ou A+2) du gene iCE. La sequence nucleotidique et peptidique de iCE (Homo 

sapiens intestinal carboxylesterase; liver carboxylesterase-2) est disponible sur !e site 

www.ncbi.nlm.nih.gov sous le numero d'accession NM_003869. 
. La publication Schwer,H., Langmann,T., Daig,R., Becker,A., Aslanidis,C. and 

10 Schmitz,G. Molecular cloning and characterization of a novel putative 

. carboxylesterase, present in human intestine and liver. Biochem. Biophys. Res. 

Commun. 233 (l), 117-120 (1997) (MEDLINE 97289502) est incorporee dans la 

description par reference. 

15 L'invention concerne plus specifiquement un compose peptidique, entramant une 
reponse T specifique, caracterise en ce qu'il comprend une sequence d'au moins 8 
acides amines consecutifs de la sequence SEQ ID N°l suivante : 
TVVRLFLAWLPCMMWCWLPWRTWWWSSSSTAWVSWASSALETSTQPAT 
GATWTKWLHYAGSSRISPTLEATLTVSPFLASLRVARVCLRLLCPPYPKDSST 

20 EPSWRVAWPSCPASLPAQLMSSPRWWPTCLPVTKLTLRPWWAACGARVKR 
RFLQLTSLSR. 

On peut citer en particulier un compose peptidique ayant au moins 80 % d'identite 
avec la sequence SPRWWPTCL (SEQ ID N°2). 

25 

L' invention porte egalement sur un procede d' identification de composes peptidiques 
comprenant une sequence ayant au moins 80% d'identite avec une sequence 
d'environ 9 a 10 acides amines consecutifs de la sequence SEQ ID N°l caracterise 
en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 
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a) Determination de fragments possedant une sequence d'environ 9 a 10 acides 
amines comportant un motif d'ancrage pour une molecule HLA donnee, 
• b) determination de rimmunogenicite des fragments peptidiques obtenus a I'etape 
a), de preference en eflfectuant un test Elispot. 

5 

L' invention a pour objet les composes peptidiques susceptibles d'etre obtenus a 
partir de ce procede. 

Les fragments peptidiques a tester peuvent aisement etre obtenus par syntliese 
1 0 chimique a partir des connaissances generales dans le domaine technique. 

. Le test Elispot est largement decrit dans les documents de la technique anterieure. 
Par exemple, Herr et al, (1998) conceme une methode Elispot pour detecter et 
quantifier des lymphocytes T CDS + secretant du TNF- a. En resume, des plaques 
MultiScreen-HA nviillipore. Bedford , MA ) sont recouvertes avec un antico rps anti- 
15 TNF- a (clone 195 ; Boehringer Mannheim) et des. lymphocytes T CDS + sont 
ajoutes en presence de peptTderantigeniques. Le TNF- as^crete est deterte avec un 
anticorps anti-TNF- a de lapin (Serotec, Oxford, UK), un anticorps anti-IgG de lapin 
couple avec de la biotine (Boehringer Mannheim) et le complexe biotine-avidine- 
peroxidase (Vector, Burlingame, CA). Le nombre et la surface des zones ou la 
20 cytokine est presente sont determines automatiquement par ordinateur, (Herr et al, 
1997). D'autres documents tels que Herr et al, (1996) section materiels et methodes 
paragraphe 2 pages 132 a 135, et Scheibenbogen et al, (1997) page 933 decrivent 
cette methode et sont egalement incorpores dans la description par reference. 

25 En outre, 1' invention a trait a un procede de mise en evidence de mutations ou 
d'alterations ponctuelles artificielles susceptibles d'augmenter rimmunogenicite des 
composes peptidiques decrits ci-dessus, ledit procede comprenant les etapes 
suivantes : 

a) Determination de fragments possedant une sequence d'environ 9 a 10 acides 
30 amines comportant un motif d'ancrage pour une molecule HLA donnee. 



b) introduction d'une mutation ou d'une alteration (par exemple une modification 
post traductionnelle) ponctuelle supplementaire au niveau des residus 4, 5, 6, 7 
ou 8, 

c) determination de I'immunogenicite des fragments peptidiques obtenus a I'etape 
5 b), de preference en effectuant un test Elispot. 

Ce procede est bien connu par rhomme du metier. On peut notamment incorpore par 
reference dans la description les enseignements qui se trouvent a I'adresse 
internet suivante: 
10 www.bimas.dcrt.nih.gov/molbio/hla bind/ 

Ce procede permet de determiner toute mutation ou alteration ponctuelle artificielle 
(non presente dans les tumeurs humaines) qui serait susceptible d'ameliorer le 
principe actif (le peptide mute immunogene) en employant la methode dite de 
«reverse immunology ». A partir de la connaissance de la sequence en acides amines 

15 d'une proteine, il est possible de predire quels sont les peptides pouvant se Her a une 
poche HLA quelle que soit sa specificite (HLA-A2, HLA-Al, HLA-B7.:.), puis de 
tester ces peptides in vitro pour leur capacite a se Her effectivement a Tallele HLA 
considere, puis a introduire une mutation ou une alteration ponctuelle sur les acides 
amines sur certaines positions critiques pour Taffinite. Le programme informatique 

20 BIMAS permet d'obtenir une telle prediction. Les regies generales concernant les 
acides amines impliques dans Tancrage aux molecules HLA sont presentees dans 
Parker et al, (1992 et 1994) et Rammensee et al, (1995). Ces informations sont 
incorporees par reference dans la description. Bien entendu, le procede selon 
r invention ne se limite pas a Tutilisation du programme BIMAS, et peut etre mis en 

25 ceuvre avec tout programme equivalent. 

Dans un autre aspect, I'invention a pour objet un compose peptidique susceptible 
d'etre obtenu a partir d'un procede mentionne ci-dessus caracterise en ce qu'il 
comprend une sequence d'environ 9 a 10 acides amines de la sequence SEQ ID N°l 
30 presentant au moins une mutation ou une alteration par rapport a la sequence SEQ ID 

N°l, et ce qu'il entraine une reponse T specifique. Un tel compose peptidique peut 
notamment deriver de la sequence SPRWWPTCL (SEQ ID N°2). 
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On entend par « compose peptidique » dans le cadre de Tinvention, une entite 
constitue au minimum par un fragment peptidique derive du polypeptide code par 
une ORF alternative A+1 ou A+2 de iCE ou par une succession desdits fragments 
peptidiques, et ayant 6ventuellement un ou plusieurs autres elements difFerents des 
acides amines naturels ou non naturels. Ces elements om pour but de proteger 
chimiquement ou physiquement lesdits fragments peptidiques, et/ou de favoriser leur 
absorption par I'organisme, et/ou leur administration, et/ou leur biodisponibilite. Par 
example, cette protection permet aux peptides d'atteindre leurs cibles sans subir 
Taction de diverses proteases presentes dans Torganisme. De telles modifications 
chimiques peuvent egalement augmenter raffmite d'un peptide antigenique pour les 
molecules HLA-A2 et permettre une efficacite accrue du vaccin in vivo. Rosenberg 
etal, (1998). 

Lesdits elements peuvent etre par exemple: 

- Des groupes chimiques protecteurs connus par I'homme du metier reagissant aux 
extremites NH2 et/ou COOH d'un peptide, cette modification ne baissant pas 
significativement le caractere immunogenique du peptide. 

- Des groupes chimiques ameliorant I'efficacite du vaccin in vivo. 

- Des lipides ou des acides gras que Ton attache de fafon covalente aux fragments 
peptidiques pour former des composes peptidiques appeles lipopeptides. L'acide 
palmitoique en est un exemple parmi d'autres. Vitiello et al. (1995), incorpore 
dans la description par reference. 

- Une proteine porteuse desdits fragments peptidiques possedant des sites de 
restriction et permettant Tacheminement des fragments peptidiques intactes 
jusqu'a leurs sites d'action dans I'organisme. 

Ainsi, le compose peptidique selon I'invention peut comporter au moins un element 
different des acides amines naturels. 

Un mode supplementaire de realisation de I'invention conceme un fragment d'ADN 
codant au moins pour un fragment peptidique defini ci-dessus. Ce fragment peut 
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comprendre une sequence ayant au moins 50% d'identite avec une sequence d'au 
moins 24 nucleotides consecutifs de la sequence SEQ ID N^'S suivante : 

acggtggtgcgcttgtttttggcatggcttccttgtatgatggttccatgctggctgccttggagaacgtggtggtggtcatca 
5 tccagtaccgcctgggtgtcctgggcttcttcagcactggagacaagcacgcaaccggcaactggggctacctggacca 
agtggctgcactacgctgggtccagcagaatatcgcccactttggaggcaaccctgaccgtgtcaccatttttggcgagtc 
tgcgggtggcacgagtgtgtcttcgcttgttgtgtcccccatatcccaaggactcttccacggagccatcatggagagtgg 
cgtggccctcctgcccggcctcattgccagctcagctgatgtcatctccacggtggtggccaacctgtctgcctgtgacca 
' agttgactctgaggccctggtgggctgcctgcggggcaagagtaaagaggagattcttgcaattaacaagcctttcaagat 
1 0 gatccccggagtggtggatggggtcttcctgccc 

Cette sequence correspond a TORP alternative A+1, du gene de iCE qui est exprimee 
dans les cellules tumorales. Le produit d' expression de cette ORF est reconnu par un 
clone de cellules T reactives vis-a-vis du RCC a restriction par HLA-B7. Les TIL 
15 reactifs sont amplifies in situ sur le site de la tumeur. 

On entend par « fragments d'ADN» des fragments simples brins, double brins, 
d'ADN, d'ADNc et/ou d'ARN. La sequence nucleotidique correspondant a la 
sequence d'acides amines desdits fragments peptidiques peut varier de maniere a 

20 comprendre tous les differents codons possibles pour un acide amine donne selon le 
principe de la degenerescence du code genetique. La presente invention a egalement 
pour objet un vecteur d'expression d'un fragment peptidique contenant un fragment 
d'ADN ci-dessus mentionne, fusionne a un promoteur fort et efficace dans les 
cellules eucaryotes, et/ou dans les cellules procaryotes, en particulier dans les 

25 cellules humaines. Le vecteur peut etre viral, plasmidique, ou un pseudo-vecteur et 
peut comporter des marqueurs de selection et exprimer des adjuvants 
immunologiques tels que des cytokines et/ou des lymphokines. 

L'invention concerne egalement des cellules dendritiques chargees en composes 
peptidiques, et des cellules dendritiques transformees par le vecteur d'expression 
. 30 exprimant les fragments peptidiques. Ces cellules peuvent etre aussi des 
macrophages. Nestle et al, (1998), decrit une methode de vaccination qui consiste a 
charger les cellules dendritiques prises a un patient par des peptides antigeniques (en 
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culture in vitro), et les injecter dans le systeme lymphatique de ce meme patient. 
Cette publication est incorporee dans la description par reference. 

Un. autre aspect de I'invention a pour objet une composition pharmaceutique 
comprenant un compose peptidique ou un melange de composes peptidiques selon 
rinvention et un vehicule pharmaceutiquement acceptable. Cette composition peut 
comporter en outre un ou plusieurs adjuvants immunologiques, notamment des 
facteurs cytotoxiques des tumeurs. 

L'invention porte aussi sur une composition pharmaceutique comprenant un vecteur 
d'expression tel qui mentionne ci-dessus et un vehicule pharmaceutiquement 
acceptable ou un fragment d'ADN selon rinvention ou bien encore les cellules 
indiquees ci-dessus et un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

La composition pharmaceutique ou le produit de combinaison selon I'invention peut 
comporter en outre un ou plusieurs adjuvents immunologiques. notamment des 
agents cytotoxiques des tumeurs. Ces produits peuvent comporter un vehicule 
pharmaceutique compatible avec une administration IV, subcutanee, oraie, ou nasale. 
de preference selectionne parmi les liposomes. les nano-particules, ou les emulsions 
lipidiques, charges positivement ou negativement. 

Un autre aspect de I'invention porte sur I'utilisation d'un compose peptidique tel que 
defmi ci-dessus pour la fabrication d'un medicament, notamment destine au 
traitement du cancer, en particulier des tumeurs solides, notamment des carcinomes, 
des melanomes, des neuroblastomes, de preference des hepatocarcinomes et des 
adenocarcinomes du colon ou du rein. Ce medicament peut etre destine a une 
immunisation ex vivo, consistant notamment a induire in vitro des CTL specifiques 
de tumeurs, les expandre et les reinjectes, ladite induction pouvant etre effectuee a 
I'aide de cellules dendritiques chargees ou a une immunisation in vivo. L'invention 
porte aussi sur rutilisation dudit compose peptidique pour augmenter en milieu de 
culture la population des CTL des tumeurs et/ou induire la secretion par lesdits CTL 
de facteurs cytotoxiques tels que par exemple IL-2, IFN-y et TNF et/ou pour stimuler 
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les defenses immunitaires, en particulier pour augmenter la population des CTL des 
tumeurs et/ou induire la secretion par lesdits CTL de facteurs cytotoxiques tels que 
• par exemple IL-2, IFN-y et TNF. 

5 Dans un mode supplementaire de mise ne ceuvre, Tinvention a trait a un procede de 
production d'un anticorps reconnaissant un compose peptidique decrit precedemment 
comprenant les etapes consistant a : 

a) Immuniser un mammifere avec ledit compose peptidique, 

b) isoler un anticorps monoclonal qui se lie audit peptide dans un essai 
10 immunologique . 

L'invention vise egalement un anticorps monoclonal susceptible d'etre obtenu a 
partir de ce procede. 

15 L'invention vise egalement un procede de detection d*un peptide ou polypeptide 
code par TORF A+1 de iCE, comprenant les etapes consistant a : 

a) Mettre en contact un echantillon preleve chez un individu avec un anticorps 
monoclonal mentionne ci-dessus, 

b) permettre la formation du complexe anticorps-peptide ou polypeptide, 

20 c) detecter ledit peptide ou polypeptide au moyen d'un marqueur detectable dans 
le complexe ou qui se lie au complexe ; 

et une trousse de diagnostic comportant notamment ledit anticorps pour la detection 

du cancer, notamment pour le prognostique du cancer declare chez un individu. 

Une composition comprenant notamment ledit anticorps monoclonal et un vehicule 
25 pharmaceutiquement acceptable peut egalement etre utile dans le cadre du traitement 

du cancer. 

L'ADNc de iCE a ete isole a Torigine a partir d'une bibliotheque d^ADNc d'intestin 
grele humain (31). II presente une homologie de 65 % avec d'autres carboxyle 
30 esterases de ditTerentes especes mammiferes. 11 est exprime dans I'intestin, le foie ou 
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le rein humain et semble jouer un role important pour le controle xenobiotique et la 
detoxication de la muqueuse intestinale (31). Une grande serie d'epitopes de cellules 
T codes dans la region nucleotidiqiie minimale de la ORF de iCE reguliere a ete 
testee et aucun d'entre eux n'a ete reconnu dans le contexte de I'element de restriction 
HLA-B*0702 de classe I. Au contraire, une ORF de 453 nt codec dans cette region 
suivant un decalage de phase +1 s'est averee coder pour un nonamere avec des 
residus d'ancrage a HLA-B7 sur les positions 2. 3 et 9 (SPRWWPTCL, SEQ ID n»2). 
Une lyse semi-maximale a ete obtenue avec moins de lO"* M de nonapeptide dans 
des essais de sensibilisation de cible (target sensitization assays). La fixation de ce 
nonapeptide a des cellules T2 transfectees par HLA-B*0702 est stable dans le temps, 
suggerant que de faibles quantites de I'expression de cette ORF alternative sont 
suffisantes pour induire une reconnaissance de cellules T in vitro ainsi qu'une 
proliferation de cellules T in vivo, comme montre. pour ce dernier cas, par 
I'amplification in situ au niveau du site tumoral de la sous-population de TIL 
correspondante. 

Les resultats obtenus dans le cadre de Tinvention revelent qu'un nouveau mecanisme 
est implique dans la generation d'epitopes de cellules T. Une ORF alternative induite 
par un codon non-AUG cryptique conduisant a une phase de lecture traductionnelle 
+1 s'est averee coder un Ag de tumeur reconnu par des TIL. Dans deux autres 
exemples. gp75/TRP-l (17) et NY-E50-1 (18), des peptides reconnus par des TIL 
sont codes par une ORF alternative situee a I'interieur de la ORF primaire. Un 
mecanisme par lequel I'ORF alternative est traduite a ete suggere pour gp75/TRP-l 
(17), ou la reconnaissance etait affectee par la presence d'un AUG interne precedant 
Tepitope. En plus de ce mecanisme de criblage ribosomal, un decalage de phase 
ribosomal (39, 40) a ete suggere pour la production d'epitopes de cellules T (41) 
mais, dans le cas du gene iCE, cette possibilite est exclue car la mutation du site 
d'initiation de traduction ATG naturel n'affecte pas la reconnaissance des peptides. 
En fait, la presence du premier site d'initiation de traduction interne cryptique (un 
codon ACG en position 440) dans la ORF alternative +1 de iCE est suffisante pour 
diriger I'expression de quantites suffisantes de peptide de iCE pour I'activation de 
cellules T in vitro ainsi que in vivo (c'est-a-dire conduisant a une expansion clonale 



11 

de cellules T in situ). Le modele de balayage fiiyant ou des ribosomes evitent 
occasionnellement le premier AUG avec une mediocre sequence consensus de Kozak 
' et initient une traduction sur un AUG en aval peut s'appliquer a iCE du fait de la 
presence d'une pyrimidine en position +4 a la place d'une purine. 

5 

A notre connaissance, ceci est le premier exemple d'un epitope code par une ORF 
alternative non defmie par ATG et reconnu par des cellules T a reactivite tissulaire 
dans une maladie humaine. Des lignees de cellules renales HLA-B7+ non 
* transformees, etablies in vitro, ont ete reconnues dans des essais de cytotoxicite par 

10 le clone 3B8 derive de TEL, II a ete montre que des initiations de traduction 
alternatives, non definies par ATG, de la molecule du facteur 2 de croissance de 
fibroblastes, sont induites dans des cellules stressees ou transformees, par 
comparaison a celles definies par ATG (20). De fa?on similaire, Texpression de 
formes de iCE non initiees par ATG peuvent etre regulees positivement dans les 

15 tumeurs, conduisant a Texpansion clonale in situ des TEL correspondants, Cette ORF 
alternative de iCE exprime done un nouvelle Ag de tumeur interessant a utiliser en 
immunotherapie notamment chez des patients presentant un hepatocarcinome ou un 
adenocarcinome du colon ou renal. Plus generalement, les resultats obtenus montrent 
la possibilite que des ORF alternatives induites par des codons non-AUG dans les 3 

20 phases de lecture traductionnelles puissent coder des epitopes de cellules T dans 
certaines maladies humaines, telles que le cancer ou des affections auto-immunes. 

Pour la suite de la description, on se referera aux legendes des figures presentees ci- 
dessous. 
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Legendes 

Figure 1 : 

(A) Lyse specifique dc lignec cellulaire RCC-1 autologue par le clone 3B8 de 
5 CTL. 

La cytotoxicite du clone 3B8 vis-a-vis de la lignee cellulaire RCC-1 autologue et des 
cellules K562 a ete teste dans un essai de relargage du chrome standard a differents 
rapports E:T. Le blocage de la lyse par le mAb W6,32 est egalement represente. 

(B) Cytotoxkitc de 3B8 vis-a-vis dc divcrses lignees dc cellules allogeniques« 

10 3B8 a ete teste avec la lignee RCC-1 autologue et diverses lignees de cellules RCC 
allogeniques (RCC-3, RCC-4, RCC-5) dans un essai au chrome standard a un rapport 
E:T de 18:1. A titre de temoin, le mAb W6.32 a ete utilise pour bloquer les 
molecules HLA de classe I impliquees dans la presentation d'antigene. 

15 Figure 2 : Analyse dc taillc dc CDR3 dans des TEL ct dans Ic clone 3B8 utilisant 
dcs amorces sclcctionnccs TCRBV (A) et TCRBJ (B), 

L'ARN a ete soumis a une transcription inverse et a une amplification sur 40 cycles 
en utilisant les amorces TCRBV5 et EC. L'ADN obtenu a ete copie sur 5 cycles dans 
une reaction d'elongation utilisant Tamorce fluorescente nidifiee TCRBC (A) ou 
20 TCRBJ152 (B) (13 amorces BJ testees, BJ1S1-BJ1S7, BJ2S1-BJ2S6). Les produits 
amplifies ont ete analyses sur un sequenceur automatise. Les profils obtenus 
montrent les tallies en nt (axe des x) et I'intensite de fluorescence (axe des y) des 
produits amplifies. Les valeurs FU absolues obtenues pour les pics dominants sont 
indiquees. 

2'5 - 

Figure 3 : Stimulation dc 3B8 de CTL par des cellules COS-7 co-transfcctces de 
fa^ion transitoire avec Ic vccteur d*cxpression pcDNAI contcnant le clone 
d'ADNc 2C2 ou 3G7 ct TADNc dc HLA-B*0702 autologue. 

Les cellules stimulantes temoins comprennent la lignee cellulaire RCC-1 servant de 
30 - temoin positif et des cellules COS-7 transfectees avec de TADNc de HLA-B*0702 
seal servant de temoin negatif L'ADNc de iCE a ete co-transfecte de fafon 
transitoire dans des cellules COS-7 avec TADNc de HLA-B*0702 et le clone 3B8 a 
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ete ajoute au bout de 48 heures. La production de TNF a ete determine par son effet 
cytotoxique sur des cellules WEHI 18 heures plus tard. Les cellules stimulantes 
temoins comprennent la lignee cellulaire RCC-1 servant de temoin positif et des 
cellules COS-7 transfectees avec HLA-B*0702 seul servant de temoin negatif. 

5 

Figure 4 : Localisation de la sequence d'ADNc de iCE codant pour ie peptide 
. antigenique reconnu par3B8. 

II s'agit d'une representation schematique de la sequence d'ADNc de iCE de pleine 
• longueur, du clone 2C2 d'ADNc et de divers 2C2 d'ADNc tronques. Les regions 3' et 

10 S* non traduites sont representees par des cadres soulignes. La sequence traduite de 
iCE humaine est representee par un cadre plein ; le clone 2C2 d'ADNc est represente 
par un cadre pointille et les 2C2 d'ADNc tronques sont indiques par des cadres 
hachures. Les nucleotides sont numerotes a partir du codon non-sens ATG naturel. 
Les pqtits cadres noirs avec une fleche indiquent Templacement de I'amorce PI et de 

15 Tamorce P2. L'ADNc utilise comme sonde pour I'hybridation du transfert d'ARN est 
indique par une fleche a deux pointes. Sites de restriction (B : Bam HI ; Bs : BstX I ; 
E : EcoR I ; S : Sma I ; X : Xba I). La reconnaissance par 3B8 de CTL des cellules 
COS-7 transfectees de fa9on transitoire avec TADNc de HLA-B*0702 autologue et 
divers ADNc tronques est indiquee. Les cellules transfectees ont ete incubees 

20 pendant 24 heures avec 5000 cellules 3B8 et la quantite de TNF a ete mesuree dans 
les sumageants par Teflfet de cytotoxicite sur des cellules WEHI-13. 

Figure 5 : Lyse de lignees de cellules transformees par EBV autologues incubees 
avec le peptide code de iC£ par 3B8 de CTL. 

2'5 2000 cellules transformees par EBV ont ete incubees et marquees au 51Cr pendant 1 
h en presence du peptide de iCE a restriction HLA-B7 ou un autre peptide temoin a 
restriction HLA-B7. Le clone 3B8 a ensuite ete ajoute a titre d'effecteur en un rapport 
fixe a 30: 1. On a mesure le relargage du chrome au bout de 4 h. 

30 . Figure 6 : Induction de Texpression de HLA-B7 sur des cellules T2 par le 
peptide de iCE. 
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Des cellules T2 ont ete incubees a 26°C pendant 16 heures dans du milieu sans serum 
avec des peptides a une concentration de 50 jiM. Puis les peptides ont de nouveau ete 
• ajoutes et les cellules ont ete incubees a ST^'C. A intervalles de 30 min ou 1 h, des 
aliquotes de cellules ont ete recueillies et on a controle le changement d'expression 
5 de HLA-B7 par cytometric de flux avec un mAb anti-HLA-B7 (HB59). A titre de 
temoin, un peptide HSP70 a restriction HLA-A2 a ete utilise. 

Figure 7 : Analyse dc produits dc transcription d'ARN de iCE dans divcrscs 
lignees cellulaires (A) et divers fragments de tumeur (B). 

10 5 fig d'ARN poly(A)+ (A) et dix ng d'ARN total (B) ont ete charges sur un gel 
denaturant de formaldehyde a 1 % d'agarose. L'ARN a ete transfere sur une 
membrane et le transfert d'ARN a ete hybride avec un fragment de clone 2C2 
d'ADNc marque au 32P, servant de sonde. Une hybridation a ete effectuee avec une 
sonde.de glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) a titre de temoin 

15 interne pour la charge de quantites uniformes d'ARN pour Tanalyse (non represente). 

Figure 8 : Une phase ouvcrtc de lecture non deflnie par ATG de iCE est 
reconnue par le 3B8 de CTL* 

(A) Sequence de la region codante d'ADNc de iCE avec les phases ouvertes de 
20 lecture primaire et alternative (decalage a+1). Les positions des nucleotides (nt) 

mutes sont representees en lettres capitales grasses, les codons correspondants sont 
soulignes et Templacement des mutants A-F testes (B) est indique au-dessus des 
codons mutants. La sequence du peptide antigenique code par la ORF +1 est 
soulignee. 

2'5 

(B) L'aptitude de mutants ponctuels (A-F) a stimuler la liberation de TNF a partir 
du clone 3B8 apres co-transfection avec HLA-B*0702 dans des cellules COS a ete 
testee. Les temoins negatifs comprennent une transfection simulee avec HLA- 
B*0702 ou TADNc de iCE seul ou une co-transfection avec HLA-B*0702 et un 

30 . plasmide de pcDNAI temoin. 
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Exemple 1 : Materiels ct methodes 

- Lignees cellulaires 

Des cellules KS62 ont ete cultivees et la llgnee de cellules B transformees par EBV 
5 provenant du patient 1 dans du milieu constitue de RPMI (Gibco-BRL, Paisley, GB) 
supplemente avec 1 % de L-glutamine 200 mM, 1 % de pyruvate de sodium 200 
. mM, 1 % de Hepes, 5 % de serum de veau foetal (PCS) et 50 Ul/ml de penicilline 
(Gibco-BRL, Paisley, GB) a ete obtenue. Le clone 13 de WEHI-164 (W13) et les 
cellules COS-7 ont ete cultivees dans du RPMI (Seromed, Biochrom KG, Berlin) 
10 supplemente avec 1 % de L-glutamine 200 mM, 1 % de pyruvate de sodium 200 
. mM, 1 % de Hepes, 5 % de serum de veau foetal (PCS) et 50 Ul/ml de penicilline. 

Patients et etablissement des lignees de cellules RCC 

Les lignees de cellules RCC ont ete etablies comme decrit anterieurement (22). Des 
15 tumeurs primaires ont ete obtenues aupres de patients non traites qui avaient subi une 
nephrectomie radicale. La lignee de cellules RCC-1 a ete etablie a partir du patient 1 
(HLA Al, A32, B7, B 12-44, Cw5, CwV), un homme age de 56 ans ayant un 
carcinome de cellules renales clatr et granulaire sans metastases. Apres chirurgie, on 
a traite des fragments par digestion enzymatique et on a cultivees les suspensions de 
20 cellules tumorales dans du milieu RCC complet (22). Les lignees de cellules 
tumorales RCC-2 (HLA Al, A3, B7, B8, Cw7, Cw7), RCC-3 (HLA Al, A29, B22, 
B15-62/63, Cwl, Cw7-17), RCC-4 (HLA A3, A19-29, B7, B12-44, Cw7, Cwl6), 
RCC-5 (HLA Al, A3, B6, B22-56, Cwl, Cw7), RCC-6 (HLA A9-24. A32, B12-44, 
B18, Cw5, Cw5), RCC-7 (HLA Al, A28-68, B8, B40-60, Cw3, Cw7), RCC-8 (HLA 
25 A2, AlO-25, B18, B13, Cw8, Cw6) derivant de la tumeur primaire des patients 2, 3, 
4, 5, 6, 7 et 8, respectivement, ont ete maintenues dans du milieu RCC complet. 

Generation de CTL a partir de TEL du patient 1 

Des TEL autologues ont ete generes a partir d'une suspension decongelee de cellules 
30 . tumorales dissociees. Une culture mixte autologue de lymphocytes/cellules tumorales 
(MLTC) a ete realisee comme suit : Au jour 1, des cellules tumorales dissociees ont 
ete ensemencees a raison de 2 x 10^ TIL dans des plaques a fond plat a 6 puits 
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(Falcon. Becton Dickinson, New Jersey) dans du RPMI 1640 (Gibco-BRL, Paisley, 
GB) contenant 1 % de L-glutamine 200 mM, 1 % de pyaivate de sodium 200 mM, 8. 
% de semm AB humain (Institut Jacques Boy, S.A., Reims, France), 50 Ul/ml de 
penicilline, supplemente avec 5 % de facteur de croissance de cellules T (TCGF) et 
50 Ul/ml d'interleukine-2 humaine (rIL-2) (Roussel Uclaf, Romainville, France), 
appele ci-apres "milieu complet MLTC". Le milieu complet MLTC a ete retire tous 
les trois jours selon les besoins, et on Ta remplace par du milieu MLTC complet 
frais. Aux jours 7, 15, 21, 2 x 10^ TDL ont ete re-stimulees avec 2 x 10^ cellules 
tumorales autologues irradiees (100 Gray) ensemencees dans des plaques a fond plat 
a 6 puits avec du milieu complet MLTC. Au jour 15, Tactivite cytotoxique des TEL a 
etetestees contre les lignees cellulaires RCC-1 et K562 autologues, le phenotype de 
surface par immunofluorescence directe a ete caracterise et les cellules ont ete 
donees par la technique des dilutions limites. Les TEL ont ete ensemences a raison de 
0,6 a 600 cellules/puits dans des plaques a 96 micropuits en forme de V (Nunc, 
Danemark), ensemencees au prealable avec des cellules tumorales autologues 
irradiees (1 x lOVpuits) servant de stimulateurs et des PBL allogeniques irradies (8 x 
10^/puits) et des cellules B transformees par EBV irradiees (2 x 10^/puits), servant de 
cellules nourricieres, dans un volume total de 200 ^il de milieu complet MLTC. Tous 
les 3 jours, 60 \xl de sumageant a ete retire dans chaque puits, et remplace par 60 \il 
de milieu frais. La cytotoxicite des clones a ete determinee dans un essai de relargage 
du chrome standard de 4 h. Tous les 7-10 jours, des clones de CTL ont ete re- 
stimules avec la lignee de cellules nourricieres allogeniques et la lignee de cellules 
tumorales autologues, comme decrit ci-dessus. 

Essai de cytotoxicite 

L'activite cytolytique des CTL a ete determinee dans un essai de relargage du ^*Cr 
standard comme decrit anterieurement (22). Des cellules cibles ont ete marquees 
(lignees de cellules RCC, K562) pendant 1 h avec 50 ^iCi a 100 ixCi de ^*Cr (Du 
Pont, NEN, Boston, MA) a ST'^C, et 2 x 10^ cellules ont ete ensemencees dans des 
plaques a 96 micropuits dans 100 ^il de RPMI supplemente avec 5 % de FCS. Des 
cellules effectrices ont ete rajoutees dans les puits, a differents rapports E:T aliant de 
40:1 a 0,1:1. Pour Tinhibition de la lyse par des mAb, des cellules cibles ont ete pre- 



17 



incubees pendant 2 h en presence d'une concentration saturante de mAb avant 
addition des cellules efTectrices. Les plaques a 96 micropuits ont ete incubees a 37^C 
pendant 4 h et la liberation de ^'Cr a ete determinee dans les surnageants recueillis. 
Pour le blocage de la cytotoxicite ou la production de TNF, les mAb suivants ont ete 
utilisees : W6/32, un mAb pan-MHC de classe I, et Bl,23.2 (MEl), un mAb 
specifique de HLA-B/C. 

Transfection de cellules COS*? et criblage de produits de transfection 

Des experiences de transfection ont ete realisees avec des cellules COS-7 en utilisant 
la methode au DEAE-dextrane-chloroquine (5, 7, 23). Trois jours avant la 
transfection, des cellules COS-7 ont ete ensemencees dans des plaques a fond plat a 
96 micropuits, a raison de 5 x 10^ cellules/puits, dans 150 jil de RPMI contenant 20 
% de FCS. Les experiences de transfection ont ete effectuees en double dans deux 
plaques de micropuits differentes. Pour la transfection, le milieu a ete jete puis 
remplace par 30 \xl de melange de transfection contenant 35 \xg de DEAE-dextrane 
(Sigma),. 0,1 mM de chloroquine (Sigma); avec 100 ng d'ADN plasmidique 
representant un groupe d'environ 200 clones recombines provenant de la bibliotheque 
d'ADNc et 100 ng du plasmide HLA-B*0702 autologue. Les cellules COS-7 ont ete 
incubees pendant 4 h a 37^C, puis le milieu a ete retire et les cellules ont ete incubees 
pendant 2 minutes dans un tampon PBS Ix contenant 10 % de solution de 
dimethylsulfoxyde. Les cellules ont ete lavees une fois dans du tampon PBS Ix et on 
les a incubees avec du RPMI a 10 % de FCS pendant 2 jours. Au bout de 2 jours, 
Taptitude des cellules COS-7 transfectees a stimuler la production de TNF par le 
clone 3B8 a ete testee, comme determine par Tessai WEHI. 

L'aptitude des cellules COS-7 transfectees a stimuler la production de TNF a ete 
testees (24). 2x10"' CTL (clone 3B8) ont ete rajoutee a des plaques a fond plat a 96 
micropuits contenant des cellules COS-7 transfectees de fa9on transitoire dans 100 jil 
de RPMI a 10 % de FCS. Apres 18 h, chaque surnageant a ete recueilli et sa teneur 
en TNF a ete determine en testant son effet cytotoxique sur des cellules de clone 13 
de WEHI-164 (25) dans un dosage colorimetrique au bromure de 3-[4,5- 
dimethylthiozoI]-2,5-diphenyl-tetra2oHum (MTT). 
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Analyse de taille de CDR3 

L'analyse de taille de CDR3 de segments de gene TCRB V exprimes par le clone 3B8 
de CTL ou se trouvant dans le sang ou des fragments de tumeur a ete effectuee 
comme decrit precedemment (22). Le mode operatoire utilise pour I'analyse de taille 
de CDR3 comprend des amplifications RT-PCR independantes de fragments 
TCRBV-BC (26), suivies d'un ecoulement des produits PCR utilisant des amorces 
nidifiees fluorescentes TCRBC ou TCRBJ (27) et d'une determination de taille de 
produits d'ecoulement fluorescents par electrophorese sur un sequenceur d'ADN 
automatise ABI 373 (Applied Biosystems, Inc. Foster City, CA) utilisant le logiciel 
Immunoscope (28), Comme les positions d'amorce 5' et 3' sont fixes, des variations 
de taille des produits d'ecoulement sont dues uniquement a des differences de 
longueur des regions CDR3. Chaque pic est caracterise par sa position (taille de 
CDR3) et une intensite de fluorescence (unites de fluorescence arbitraires ou FU). 
Les graphiques representant des motifs de taille de CDR3 ont ete etalonnes a 100 % 
pour les pics les plus hauts. Dans du sang provenant de donneurs sains, la plupart des 
profils refletant une diversite de taiUes de CDR3 dans une sous*famiIle V3' donnee 
affichaient 5 a 8 pics a intervalles de 3 nucleotides, avec une distribution presque 
gaussienne (21). Les pics dominants ont ete deflnis comme etant des signaux de forte 
intensite, avec une diminution considerable dans les autres signaux de CDR3. 

Construction de la bibliotheque d*ADNc 

L'ARN poIy(A)+ a ete extrait a partir de la lignee cellulaire RCC-1 en utilisant une 
trousse Maxi Message Marker® (R&D systems Abingdon, GB) en suivant les 
instructions du fabricant. L'ADNc du premier brin a ete synthetise avec le systeme 
Superscript Choice System® (Gibco BRL, Gaithersburg, MD) en utilisant une 
amorce oligo-dT contenant un site Not I a son extremite 5', puis I'ADNc du deuxieme 
brin a ete synthetise. Les ADNc ont ete ligatures en leur extremite franche avec des 
adaptateurs semi-Bst XI (InVitrogen), puis digeree avec Not I et fractionnes par 
chromatographic sur colonnes de Sephacryl S-500 HR. Des fractions d'ADNc ont ete 
sous-clonees dans les sites Bst XI et Not I du vecteur d'expression pcDNAI. Les 
plasmides recombines ont ete soumis a une electrophorese dans E. coli MC1061/P3 
et les bacteries ont ete selectionnees sur des plaques de gelose LB avec 50 jig/ml 
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d'ampicilline et 10 ng/ml de tetracycline, Dans les experiences de criblage, la 
bibliotheque d'ADNc de RCC-1 a ete divisee en 400 groupes de 200 clones d'ADNc. 
Chaque groupe de bacteries a ete amplifie et TADN plasmidique a ete extrait en 
utilisant la methode de lyse alcaline (29). 

Isolation de I'ADNc de iCE pleine longueur ct d'ADNc de iCE mutes par 
mutation ponctuelle ou tronques. 

L'ARN total a ete extrait a partir d'une lignee de cellules RCC par le mode operatoire 
de centrifugation a Tisothiocyanate de guanidine/chlorure de cesium (30). Une 
transcription inverse a ete effectuee sur 5 ng d'ARN total dans un volume reactionnel 
de 20 ill en utilisant la trousse cDNA Cycle® en suivant les instructions du fabricant. 
Ipl du melange reactionnel d'ADNc a ete utilise dans une reaction PGR utilisant de 
I'ADN polymerase de Taq (Perkin Elmer). Pour ramplifi cation d'ADNc de iCE 
humain.e (31), les amorces suivantes ont ete utilisees : 

- Amorce PI, 5'-CCCAAGCTTGGTGAATAGCAGCGTGTCCGC-3' (nucleotides 
28 a 48, sens, SEQ ID N^4). 

- Amorce P2, 5'.TGCTCTAGAAGGGAGCTACAGCTCTGTGTG-3' (nucleotides 
1666 a 1687, antisens, SEQ ID N°5). 

Les conditions pour la PGR sont les suivantes : 10 min a 95''G suivies de 30 cycles 
d'amplification (94''C pendant 1 min, 60^G pendant 2 min, 72''C pendant 3 min avec 
une extension finale pendant 10 min a 72°G). 

Le produit PGR ainsi obtenu est ensuite digere par Hind III et Xba I et est sous-clone 
dans les sites Hind III et Xba I du vecteur d'expression pcDNAI pour le sequen^age. 
La sequence publiee de TADNc de iGE porte le numero d'acces Y09616. Des 
mutants de iCE ont ete obtenus par mutagenese dirigee en codant la mutation 
ponctuelle souhaitee dans des amorces oligonucleotidiques en chevauchement et en 
generant les mutants par PGR (32). Le sequen?age des produits PGR a ete realise 
avec une trousse de sequen9age d'ADN ABI PRISM (PE Applied Biosystems). 

Analyse par immunotransfert Northern (Northern blot) 
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L'ARN total a ete extrait a partir de diverses tumeurs primaires en utilisant une 
technique de cent rifligat ion a Tisothiocyanate de guanidinium/chlorure de cesium 
(30). L'ARN poly(A+) a ete prepare comme decrit ci-dessus a partir de lignees de 
cellules RCC et de lignees de cellules renales non transformees. 5 ^g d'ARN 
poly(A)+ ou 10 pg d'ARN total ont ete soumis a une electrophorese dans un gel de 
formaldehyde a 1,2 % d'agarose et on les a transferes sur des membranes en nylon 
Hybond-N+ (Amersham, GB). L'ARN transfere a ete hybride a la fois avec un 
fragment d'ADNc 2C2 correspondant aux nucleotides 1033 a 2009 de la sequence 
d'ADNc de iCE humaine publiee (31) et avec un ADNc de glyceraIdehyde-3- 
phosphate deshydrogenase (GAPDH) servant de sondes. Toutes les sondes ont ete 
marquees avec de ralpha[32P]dCTP (3000 Ci mmol-1) eri utilisant la trousse de 
marquage d'amorce aleatoire Prime-I'P''^ II (Stratagene, La Jolla, CA). L'hybridation 
a ete effectuee a 48°C pendant 16 heures. 

Les membranes ont ete lavees deux fois avec 2 x SSC a 52*^0, une fois pendant 15 
minutes avec 0,2 SSC/0,1 % SDS, et ensuite on les a autoradiographiees ou 
analysees avec un dispositif Phosphor-Imager (Molecular Dynamics, Sunnyvale, 
Californie, USA). 

Exemple 2 ; Un clone de CTL specifiques de RCC a ete isole a partir des TIL 

Des TEL provenant du patient 1 ont ete stimulees avec des cellules tumorales 
autologues irradiees en presence d'une faible dose de IL-2 et de TCGF (22). Apres 15 
jours de MLTC, une activite cytolytique specifique contre les cellules tumorales 
autologues (31 % de lyse a un rapport E:T de 40/1) a ete detectee et des TBL ont ete 
clones par la technique des dilutions limites en presence de cellules tumorales 
autologues, de cellules B transformees par EBV, de PEL allogeniques, avec addition 
de IL-2 et de TCGF. Un clone TCRo/^'' CF8\ appele 3B8, a ete isole. II lyse la 
lignee de cellules RCC autologues mais pas les cellules cibles K562 sensibles a la 
NK. La cytotoxicite du clone 3B8 contre la lignee cellulaire RCC-1 autologue avec 
du mAb W6/32 a ete bloquee (Figure lA). Dans les essais tant de cytotoxicite 
(Figure IB) que de production de TNF, toutes les lignees de cellules RCC HLA-B7'' 
allogeniques (RCC-2, RCC-4, RCCo sur la Figure IB) et aucune des lignees de 
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cellules RCC HLA-B7- (RCC-7, RCC-6, RCC-7, RCC-8) sont reconnues par 3B8. 
Par consequent, Tantigene reconnu par 3B8 est presente par la molecule HLA-B7 et 
s'avere etre couramment exprime dans les lignees de cellules RCC. Les 6 molecules 
HLA de classe I ont ete isolees a partir de RCC-1 par RT-PCR (33), donees dans 
pcDNAI et ont ete sequencees. La sequence nucleotidiques de TADNc de HLA-B7 
autologue a permis d*identifier I'allele implique comme etant HLA-B*0702. Une 
transfection de cet allele HLA dans deux lignees de cellules RCC allogeniques HLA- 
B7' s'avere suffisante pour induire une reconnaissance (secretion de TNF) par le 
clone 3B8 de CTL, confirmant le fait que ce clone a conduit a T identification d*un 
antigene partage qui est exprime par toutes les RCC. 

Example 3 : Expansion clonale in situ d'une sous-population de TIL avec des 
longueurs similaires de CDR3 TCRVB-BC et TCRVB-BJ que le clone 3B8 de 
CTL specifioues de RCC 

Pour le clone 3B8, un signal a ete obtenu avec une seule des 24 amorces de sous- 
famille VP (TCRVB5) et une seule des 13 amorces TCRBJ (TCRBJ1S2) testees. 
L'analyse de distribution de taille de CDR3 a montre que le clonotype TCRBV5J1S2 
de 3B8 est dominant dans la tumeur (comme indique par les amorces TCRBV5-BC 
sur la Figure 2 A et par les amorces TCRBV5-BJ12 pour une analyse plus affmee sur 
la Figure 2B), tandis qu'un tel clonotype n'etait pas trouve dans les PBMC (une 
distribution de longueur de CDR3 pratiquement gaussienne avec les amorces 
TCRBV-BC, voir Figure 2A). Ce resultat suggere fortement que le clone 3B8 est 
entre en expansion specifiquement sur le site de la tumeur, comme montre 
anterieurement par un sequengage d*ADNc dans plusieurs cas (14, 34-36). 

Exemple 4 : Identification d'un ADNc codant pour Tantigene 

Une bibliotheque d'ADNc a ete construite dans le vecteur d*expression pcDNAI 
provenant d'ARN extrait a partir de la lignee cellulaire RCC-1. Cette bibliotheque 
d'ADNc a ete divisee en 400 groupes de 200 plasmides recombines, et chaque groupe 
a ete co-transfecte en double dans des cellules COS-7 avec le vecteur d'expression 
pcDNAI contenant I'ADNc codant pour le HLA-B*0702 autologue, L'aptitude des 
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cellules COS-7 a stimuler la production de TNF par 3B8 a ete testee. Au bout de 48 
heures, les cellules COS-7 co-transfectees ont ete incubees pendant 24 heures avec 
3B8 at mesure la concentration de TNF a ete mesuree dans les surnageants de culture 
par son efFet cytotoxique sur des cellules WEHI. Les quantites de TNF trouvees dans 
les surnageants vont de 8 a II pg/ml sauf pour deux paires de doublons plus 
importants (14 et 15 pg/ml). Pour chaque groupe de bacteries correspondant a ces 
puits candidats, TADN plasmidique a ete extrait et sous-clone. Un deuxieme criblage 
en transfectant des cellules COS-7 avec SO groupes de SO plasmides recombines 
extraits a partir de doublons positifs a ete realise. Finalement, un troisieme criblage 
dans des cellules COS-7 a conduits a I'isolation de 2 clones d'ADNc identiques 
(clones d'ADNc 2C2 et 3G7) qui transferent Texpression de I'antigene dans des 
cellules COS-7 HLA-B7*. Les resultats obtenus avec ces clones d'ADNc sont 
presentes sur la Figure 3 A. 

La sequence d'ADNc 2C2 a une longueur de 12S0 nt et une homologie de 100 % sur 
les nt 763 a 2009 (les nt etant numerotes a partir du codon non-sens) d'un ADNc 
recemment identifie, codant pour une carboxyle esterase intestinale putative (31). 
Pour identifier TADNc de iCE de pleine longueur correspondant a la sequence 
publiee, une RT-PCR a ete efFectuee en partant d'AKN total extrait a partir d*une 
lignee de cellules RCC et le produit PCR de 1,6 kb correspondant a ete sous-clone 
dans le vecteur pcDNAI, puis sequence. La sequence de nucleotides est identique a la 
sequence publiee de iCE. Des experiences de co-transfection dans des cellules COS- 
7 ont montre que TADNc de iCE de pleine longueur est capable de conferer une 
reconnaissance par 3B8. 

Exemple 5 : Identification du peptide antigenigue 

Afin de delimiter la region nucleotidique minimale codant pour le peptide 
antigenique, on a obtenu divers ADNc tronques, correspondant a la region codante 
de iCE, a partir du clone 2C2 d'ADNc (Figure 4). On a transfecte dans des cellules 
COS-7 ces fragments d'ADNc sous-clones dans le vecteur d'expression pcDNAI, 
conjointement avec le pcDNAI contenant TADNc de HLA-B*0702 autologue. Une 
region codante nucleotidique minimale est situee entre les nucleotides 763 et 1033. 
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Pour reduire la sequence nucleotidique codant pour Tantigene, plusieurs ADNc 
tronques ont ete obtenus par amplification PCR. Ces ADNc tronques ont ete co- 
transfectes avec I'allele HLA-B*0702 dans des cellules COS-7. Les cellules COS-7 
transfectees avec un fragment allant des nucleotides 763 a 855 sont reconnues par le 
3B8 de CTL mais pas celles transfectees par un fragment allant des nucleotides 763 a 
834 (Figure 4), indiquant que la region codante peptidique etait situee entre les 
nucleotides 763 et 855. Apres examen de la sequence d'acides amines 
correspondante, tous les nonameres et decameres possibles ont ete synthetises et leur 
aptitude a rendre des cellules B transformees par EBV autologues sensibles a une 
lyse par 3B8 a ete evaluee. Aucun d'entre eux ne s'est avere etre positif a 10"^ ou 10'^ 
M. 

Finalement, une ORF alternative a ete trouvee (une phase ouverte de lecture 
traductionnelle +1 conduisant a une ORF de 453 nt) avec trois ATG sur les positions 
nt 476, 479 et 803, qui code un nonamere (SPRWWPTCL) dans la region minimale 
des nt 763-855. Cette sequence nonamere comprend des residus d'ancrage de HLA- 
B7 sur les positions 2, 3 et 9. Une lyse semi-maximale de cellules B transft)rmees par 
EBV etait obtenue avec moins de 10*^ M de ce nonapeptide (Figure 5). 

Exemple 6 ; Fixation du peptide de iCE a HLA-B7 

Des antigenes peptidiques de fixation a HLA-A2 regulent vers le haut Texpression de 
molecules HLA-A2 sur des cellules T2 (37). De fa?on similaire, des cellules T2 
transfectees par HLA-B*0702 (38) ont ete utilisees pour analyser la capacite de 
fixation et la stabilite du peptide de iCE (Figure 6). La fixation du peptide de iCE est 
stable dans le temps a 50 mM pendant au moins 4 h, contrairement au temoin, le 
peptide HSP70 a restriction HLA-A2 (14). 

Exemple 7 : Distribution tissulaire d'ARNm de iCE 

Pour determiner la determination tissulaire de messagers de iCE, un Master blot™ 
d'ARN humain (Clontech, Palo Alto, USA), constitue d'une membrane en nylon sur 
laquelle des ARN poly(A)+ provenant de 50 tissus humains ont ete immobilises en 
taches separees, a ete hybrides avec TADNc marque au ^^P du clone 2C2, servant de 
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sonde. L'ARNm de iCE a ete detecte dans le foie, le rein, I'intestin grele, le colon et 
le coeur, et il etait faiblement exprime dans Thypophyse, la suirenale, la prostate et 
restomac. Aucun signal n'a ete trouve dans les tissus fcetaux, dans la moelle osseuse, 
dans les leucocytes peripheriques, dans le poumon et dans le cerveau. Pour identifier 
les especes d'ARNm, un Northern blot a ete prepare avec de TARN poIy(A)+ 
provenant de diverses lignees de cellules RCC et lignees de cellules renales non 
transformees (Figure 7A), ainsi qu'avec de TARN total extrait a partir de diverses 
tumeurs primaires, a savoir des tumeurs renales, un melanome, une tumeur de la 
vessie, un neuroblastome, une tumeur du colon (Figure 7B). Le blot d'ARN a ete 
hybride avec une sonde d'ADNc correspondant aux nucleotides 1033-2009 de la 
sequence de 2C2. Comme le montre la Figure 7A, deux especes d'ARNm (4,5 kb, 3,5 
kb) anterieurement decrites par Schwer et al. (31), ont ete detect ees dans des lignees 
de cellules de carcinome RCC ainsi que dans des cellules renales non transformees. 
Dans l^s tumeurs primaires renales, un produit de transcription d'ARNm unique (3,5 
kb) est detectable, tandis qu'aucun produit de transcription de iCE n'a ete detecte 
dans des tumeurs primaires d'histotypes differents (Figure 7B). Bien qu'un produit de 
transcription additionnel de 2,2 kb ait ete indique (31) dans Tintestin grele et le foie, 
aucun tel produit de transcription n'a ete detecte dans les diverses lignees cellulaires 
ou tumeurs primaires testees. Ainsi, la proteine de iCE est codee dans les tumeurs 
RCC a partir d'une espece d'ARNm unique exprime de fa^on predominante (3,5 kb). 

Exemple 8 : Un codon non-AUG crvptique initie une phase ouverte de lecture 
alternative 

Un codon de terminaison a d'abord ete introduit en position 807 de I'ADNc de iCE de 
pleine longueur (Figure 8A) juste avant la sequence codante nonamere pour 
confirmer que le peptide reconnu dans les essais de cytotoxicity est code par la 
sequence correspondante dans des essais de transfection de COS-7. Cette mutation 
ponctuelle (mutant A) abolit la reconnaissance de 3B8 de CTL apres co-transfection 
avec HLA-B*0702 dans des cellules COS (8B). Le site d'initiation de traduction 
AUG naturel a ete mute en position 3 et ce mutant ponctuel (mutant B) s'avere etre 
encore reconnu (Figure 8), indiquant que ni la sequence en acide amine de iCE 
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naturelle ni une sequence chimere resultant d'un decalage de phase traductionnel 
programme (c'est-a-dire d*un glissement dans iCE du ribosome d'un codon vers 
• Tavant) et d'un recodage de la sequence en aval (39, 40) ne code le peptide reconnu. 

5 En plus du decalage de phase ribosomal (41), un mecanisme de balayage ribosomal 
qui initie la traduction au niveau d'un ATG en aval s'est avere conduire a la 
production de phases de lecture alternatives reconnues par des cellules T (42). Des 
mutations ponctuelles sur TADNc de iCE de pleine longueur ont ete introduites au 
niveau de chacun des trois sites ATG trouves dans la ORF +1 en amont du peptide 

10 nonamere (mutant C pour les positions 476 et 479 et mutant D en position 803) pour 
. tester si les hybrides pcDNAI de iCE mutes correspondants etaient toujours capables 
de conferer une reconnaissance par 3B8 de CTL dans des essais de liberation de TNF 
quand ils etaient co-transfectes avec HLA-B*0702 dans des cellules COS. Comme le 
montre la Figure SB, aucune de ces mutations n'abolit la reconnaissance par 3B8 de 

15 CTL. Ces resultats demontrent qu'un codon non-AUG cryptique est utilise dans 
TADNc de iCE en tant que site d'initiation de traduction altematif. 

Pour delimiter la region nucleotidique minimale codant pour ce codon non-ATG 
cryptique, des codons de terminaisons devant interrompre la ORF +1 ont ete 

20 introduits en differentes positions en amont du peptide antigenique (entre les 
positions 428 et 809), avec des mutations ponctuelles sur les positions 466 (mutant 
E), 519, 666 et 786 de TADNc de iCE de pleine longueur (Figure 8 A). Ces quatre 
mutants abolissent tous la reconnaissance de 3B8 de CTL apres co-transfection (voir 
sur la Figure 8B le resultat du mutant E pour la position 446). Une region 

25 nucleotidique minimale a ensuite ete localisee entre les nt 428 et 466. Des codons 
non-ATG possibles ont ensuite ete recherches (CTG, ACG) dans cette sequence 
courte, et un codon ACG en position 440 a ete trouve. Une mutation de ce codon en 
ACT (mutant F) abolit la reconnaissance de 3B8 de CTL (Figure 8B). Ainsi, le 
premier codon non-AUG dans la ORF +1 a ete utilise pour initier le processus de 

30 . traduction. 
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LI STAGE DE SEQUENCES 
<110> INSTITUT GUSTAVE ROUSSY 

<120> COMPOSE PEPTIDIQUE DERIVE D'UNE ORE DECALEE DU GENE iCE 
<130> D18280 
<160> 5 

<170> Patentin Vers. 2.0 



<210> 1 
15 ■<211> 162 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 

<220> 

20 <223> Polypeptide code par la phase ouverte de lecture 
alternative et decalee (+1) de iCE humain 

<400> 1 , ^ 

Thr Val Val Arg Leu Phe Leu Ala Trp Leu- Pro Cys Met Met Val Pro 
25 1 5 10 15 

Cys Trp Leu Pro Trp Arg Thr Trp Trp Trp Ser Ser Ser Ser Thr Ala 
20 25 30 

30 Trp Val Ser Trp Ala Ser Ser Ala Leu Glu Thr Ser Thr Gin Pro Ala 
35 40 45 



Thr Gly Ala Thr Trp Thr Lys Trp Leu His Tyr Ala Gly Ser Ser Arg 
50 55 60 

He Ser Pro Thr Leu Glu Ala Thr Leu Thr Val Ser Pro Phe Leu Ala 
65 70 75 80 



Ser Leu Arg Val Ala Arg Val Cys Leu Arg Leu Leu Cys Pro Pro Tyr 
40 85 90 95 

Pro Lys Asp Ser Ser Thr Glu Pro Ser Trp Arg Val Ala Trp Pro Ser 
100 105 110 

45 Cys Pro Ala Ser Leu Pro Ala Gin Leu Met Ser Ser Pro Arg Trp Trp 

115 120 125 



Pro Thr Cys Leu Pro Val Thr Lys Leu Thr Leu Arg Pro Trp Trp Ala 

130 135 140 

Ala Cys Gly Ala Arg Val Lys Arg Arg Phe Leu Gin Leu Thr Ser Leu 

145 150 155 160 



Ser Arg 

55 
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<210> 2 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<223> Fragment peptidique provenant de la SEQ ID n' 1 
entrainant une reponse T specifique 

<400> 2 

Ser Pro Arg Trp Trp Pro Thr Cys Leu 
' 1 5 

<210> 3 
<211> 521 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

<220> ^ ^lA^ 

<223> Phase ouverte de lecture alternative et decaiee 

(+1) de iCE 

icggjggtgc gcttgttttt ggcatggctt ccttgtatga tggttccatg ctggctgcct 60 
tggagaacgt ggtggtggtc atcatccagt accgcctggg tgtcctgggc ttcttcagca 
120 

ctggagacaa gcacgcaacc ggcaactggg gctacctgga ccaagtggct gcactacgct 
Jgjtccagca gaatatcgcc cactttggag gcaaccctga ccgtgtcacc atttttggcg 
agtctgcggg tggcacgagt gtgtcttcgc ttgttgtgtc ccccatatcc caaggactct 

tccacggagc catcatggag agtggcgtgg ccctcctgcc cggcctcatt gccagctcag 

360 

ctgatgtcat ctccacggtg gtggccaacc tgtctgcctg tgaccaagtt gactctgagg 

ccctggtggg ctgcctgcgg ggcaagagta aagaggagat tcttgcaatt aacaagcctt 
480 

tcaagatgat ccccggagtg gtggatgggg tcttcctgcc c 
521 

<210> 4 
<211> 30 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 
<220> 

<223> Amorce PI 



<220> 

<223> Sens 



<400> 4 

cccaagcttg gtgaatagca gcgtgtccgc 

<210> 5 
<211> 30 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 
<220> 

<223> Amorce P2 
<220> 

<223> Antisens 
<400> 5 

tgctctagaa gggagctaca gctctgtgtg 
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RF.VF.NDICATIONS 

Compose peptidique caracterise en ce qu'il comprend une sequence d'au moins 8 
acides amines consecutifs de la sequence SEQ ID N^l, et ce quMl entraine une 
reponse T specifique. 

Compose peptidique selon la revendication 1 caracterise en ce qu'il comprend 
une sequence ayant au moins 80 % d'identite avec la sequence SPRWWPTCL 
(SEQ ID N°2). 

Compose peptidique selon Tune des revendications 1 et 2 caracterise en ce qu'il 
comporte au moins un element different des acides amines naturels. 

4. Precede d' identification de composes peptidiques comprenant une sequence 
ayant au moins 80% d'identite avec une sequence d'environ 9 a 10 acides amines 
consecutifs de la sequence SEQ ID N"! caracterise en ce qu'il comprend les 
etapes suivantes : 

c) Determination de fragments possedant une sequence d'environ 9 a 10 acides 
amines comportant un motif d'ancrage pour une molecule HLA donnee, 

d) determination de I'immunogenicite des fragments peptidiques obtenus a I'etape 
a), de preference en effectuiant un test Elispot. 

5. Compose peptidique susceptible d'etre obtenu a partir d'un precede selon la 
revendication 4. 

6. Procede de mise en evidence de mutations ou d'alterations ponctuelles 
artificielles susceptibles d'augmenter rimmunogenicite des composes 
peptidiques selon Tune des revendications 1 a 3 et 5 caracterise en ce qu'il 
comprend les etapes suivantes : 

a) Determination de fragments possedant une sequence d'environ 9 a 10 acides 
amines comportant un motif d'ancrage pour une molecule HLA donnee. 
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b) introduction d'une mutation ou d'une alteration (par exemple une modification 
post traductionnelle) ponctuelle supplementaire au niveau des residus 4. 5, 6, 7 
ou 8, 

c) determination de rimmunogenicite des fragments peptidiques obtenus a Tetape 

b), de preference en effectuant un test Elispot. 

7. Compose peptidique susceptible d'etre obtenu a partir d'un procede selon la 
revendication 6 caracterise en ce qu'il comprend une sequence d'environ 9 a 10 
acides amines de la sequence SEQ ID N°l presentant au moins une mutation ou 
une alteration par rapport a la sequence SEQ ED N°l, et ce qu'il entraine une 
reponse T specifique. 

8. Compose peptidique selon la revendication 7 caracterise en ce qu'il derive de la 
sequence SPRWWPTCL (SEQ ED N°2). 

12. Fragment d'ADN codant au moins pour un fragment peptidique de Tune des 
revendications 1 a 3, 5, 7 et 8. 

13. Fragment d'ADN selon la revendication 12 caracterise en qu'il comprend une 
sequence ayant au moins 50% d'identite avec une sequence d'au moins 24 
nucleotides consecutifs de la sequence SEQ ID N°3. 

14. Vecteur d'expression d'un fragment peptidique selon Tune des 1 a 3, 5, 7 et 8 
contenant un fragment d'ADN de la revendication 13 fusionne a un promoteur 
efficace dans les cellules eukaryotes, et/ou dans les cellules procaryotes, en 
particulier dans les cellules humaines. 

15. Vecteur d'expression selon la revendication 14 comprenant en outre un ou 
plusieurs marqueur(s) de selection et eventuellement une ou plusieurs 



sequence(s) codante(s) pour des facteurs d'activation des defenses 
immunitaires, tels que des cytokines et/ou des lymphokines. 

16. Vecteur selon I'une des revendications 14 et 15 caracterise en ce qu'il s'agit 
d'un vecteur viral, d'un plasmide, ou d'un pseudo-vecteur. 

17. Cellules dendritiques chargees en composes peptidiques selon Tune des 
revendications 1 a 3, 5, 7 et 8. 

18. Cellules dendritiques transformees par le vecteur d'expression selon Tune des 
revendications 14 a 16. 

19. Cellules dendritiques selon I'une des revendications 17 et 18 caracterisees en 
ce qu'elles font parties des macrophages. 

20. Composition pharmaceutique comprenant un compose peptidique ou un 
melange de composes peptidiques selon I'une des revendications 1 a 3, 5, 7 et 
8 et un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

21. Composition pharmaceutique comprenant un vecteur d'expression selon I'une 
des revendications 14 a 16 et un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

22. Composition pharmaceutique comprenant notamment un fragment d'ADN 
selon la revendication 12 ou 13 et un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 



23. Composition pharmaceutique comprenant les cellules selon I'une 
revendications 17 a 19 et un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 



Feumeavantrcctmcation 



Composition pharmaceutique selon Tune des revendications 20 a 23 
caracterisee en ce qu'il comporte en outre un ou plusieurs adjuvents 
immunologiques, notamment des agents cytotoxiques des tumeurs. 

Composition pharmaceutique selon I'une des revendications 20 a 24 
caracterisee en qu'il comporte un vehicule pharmaceutique compatible avec 
une administration IV, subcutanee, orale, ou nasale. 

Composition pharmaceutique selon I'une des revendications 20 a 25 
caracterisee en ce qu'il comporte un vehicule pharmaceutique selectionne 
parmi les liposomes, les nano-particules, ou les emulsions lipidiques. charges 
positivement ou negativement. 

Utilisation d'un compose peptidique selon I'une des revendications 1 a 3, 5, 7 
et 8 pour la fabrication d'un medicament. 

Utilisation d'un compQse peptidique §el,on I'une des revendications 1 a 3, 5, 7 
et 8 pour la fabrication d'un medicament destine au traitement du cancer. 

Utilisation d'un compose peptidique selon I'une des revendications 1 a 3, 5, 7 
et 8 pour la fabrication d'un medicament destine a une immunisation ex vivo, 
consistant notamment a induire in vitro des CTL specifiques de tumeurs, les 
expandre et les reinjectes, ladite induction pouvant etre effectuee a I'aide de 
cellules dendritiques chargees. 

Utilisation d'un compose peptidique selon I'une des revendications 1 a 3, 5, 7 
et 8 pour la fabrication d'un medicament destine a une immunisation in vivo. 

Utilisation d'un compose peptidique selon I'une des revendications 1 a 3, 5, 7 
et 8 pour la fabrication d'un medicament destine au traitement du cancer, en 
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particulier des tumeurs solides, notamment des carcinomes, des melanomes. 
des neuroblastomes, de preference des hepatocarcinomes et des 
adenocarcinomes du colon ou du rein. 

5 32. Utilisation d'un compose peptidique selon Tune des revendications 1 a 3. 5, 7 
et 8 pour augmenter en milieu de culture la population des CTL des tumeurs 
et/ou induire la secretion par lesdits CTL de facteurs cytotoxiques tels que par 
exemple IL-2, IFN-y et TNF. 

10 33. Utilisation d'un compose peptidique selon I'une des revendications 1 a 3, 5, 7 
et 8 pour la fabrication d'un medicament destine a stimuler les defenses 
immunitaires, en particulier pour augmenter la population des CTL des 
tumeurs et/ou induire la secretion par lesdits CTL de facteurs cytotoxiques tels 
que par exemple lL-2, IFN-y et TNF. 

34. Precede de production d'un anticorps reconnaissant un compose peptidique 
selon Tune des revendications 1 a 3, 5, 7 et 8 comprenant les etapes consistant 
a : 

c) Immuniser un mammifere avec ledit compose peptidique, 
20 d) isoler un anticorps monoclonal qui se lie audit peptide dans un essai 
immunologique. 

• 35. Anticorps monoclonal susceptible d'etre obtenu a partir du procede selon la 
revendication 34. 



36. Procede de detection d'un peptide ou polypeptide code par I'ORF+l de iCE, 

comprenant les etapes consistant a : 
d) Mettre en contaa un echantiUon preleve chez un individu avec un anticorps 
monoclonal selon la revendication 35, 
) permettre la formation du complexe anticorps-peptide ou polypeptide. 



e 
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f) detecter ledit peptide ou polypeptide au moyen d'un marqueur detectable dans 
le complexe ou qui se lie au complexe. 

37. Trousse de diagnostic comportant notamment un anticorps selon la 
revendication 35 pour la detection du cancer. 
- 38. Trousse de diagnostic comportant notamment un anticorps selon la 
revendication 35 pour le prognostique du cancer declare chez un individu. 

39. Composition pharmaceutique comprenant notamment un anticorps monoclonal 
selon la revendication 35 et un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 
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Description 

Ainsi, la presente invention conceme iin compose peptidique, entrainant une reponse 
T sp6cifique des tumeurs, qui comprend une sequence d'au moins 8 acides amines 
5 consecutifs de la sequence peptidique codec par la sequence en phase decal^e (A+1 
ou A+2) du gene iCE. La sequence nucleotidique et peptidique de iCE (Homo 
sapiens intestinal carboxylesterase; liver carboxylesterase-2) est disponible sur le site 
www.ncbi .nlm.nih. gov sous le numero d' accession NM_003869. 
La publication Schwer,H., Langmann,T., Daig,R., Becker,A., Aslanidis,C. and 
10 Schmitz,G. Molecular cloning and characterization of a novel putative 
carboxylesterase, present in human intestine and liver. Biochem. Biophys. Res. 
Commun. 233 (1), 117-120 (1997) (MEDLINE 97289502) est cit^e dans la 
description par reference. 

15 L' invention conceme plus specifiquement un compose peptidique, entrainant une 
" reponse T specifique, cafaclerise eri ce qu'il comprend une sequence d'au moins 8 
acides amines consecutifs de la sequence SEQ ID N""! suivante : 
TVVRLFLAWLPCMMVPCWLPWRTWWWSSSSTAWVSWASSALETSTQPAT 
GATWTKWLHYAGSSRISPTLEATLTVSPFLASLRVARVCLRLLCPPYPKDSST 

20 EPSWRVAWPSCPASLPAQLMSSPRWWPTCLPVTKLTLRPWWAACGARVKR 
RFLQLTSLSR. 

On peut citer en particulier un compose peptidique ayant au moins 80 % d'identite 

avec la sequence SPRWWPTCL (SEQ ID N^2). 

25 

L'invention porte egalement sur un precede d' identification de composes peptidiques 
comprenant une sequence ayant au moins 80% d'identite avec une sequence 
d'environ 9 a 10 acides amines consecutifs de la sequence SEQ ID N^l caracterise 
en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 
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a) Deteraiination de fragments possedant ime sequence d'environ 9 a 10 acides 
amines comportant un motif d*ancrage pour une molecule HLA demise, 

b) determination de rimmunogenicite des fragments peptidiques obtenus a I'etape 
a), de preference en effectuant un test Elispot. 

L'invention a pour objet les composes peptidiques susceptibles d'etre obtenus a 
partir de ce procede. 

Les fragments peptidiques k tester peuvent aisement etre obtenus par synthese 
chimique a partir des connaissances gen6rales dans le domaine technique. 
Le test Elispot est largement d^crit dans les documents de la technique anterieure. 
Par exemple, Herr et al, (1998) conceme une m^thode Elispot pour detecter et 
quantifier des lymphocytes T CDS + s^cr^ant du TNF- a. En resume, des plaques 
MultiScreen-HA (Millipore, Bedford, MA) sent recouvertes avec un anticorps anti- 
TNF- a (clone 195 ; Boehringer Mannheim) et des lymphocytes T CDS + sont 
ajoutes en presence de peptides antigeniques. Le TNF- a secrete est detecte avec un 
anticorps anti-TNF- a de lapin (Serotec, Oxford, UK), un anticorps anti-IgG de lapin 
couple avec de la biotine (Boehringer Mannheim) et le complexe biotine-avidine- 
peroxidase (Vector, Burlingame, CA). Le nombre et la surface des zones ou la 
cytokine est presente sont determines automatiquement par ordinateur, (Herr et al, 
1997). D'autres documents tels que Herr et al, (1996) section materiels et methodes 
paragraphe 2 pages 132 a 135, et Scheibenbogen et al, (1997) page 933 decrivent 
cette methode et sont egalement cites dans la description par reference. 

En outre, Tinvention a trait a un procede de mise en evidence de mutations ou 
d'alterations ponctuelles artificielles susceptibles d'augmenter I'immunogenicite des 
composes peptidiques decrits ci-dessus, ledit procede comprenant les etapes 
suivantes : 

a) Determination de fragments possedant une sequence d 'environ 9 a 10 acides 
amines comportant un motif d'ancrage pour une molecule HLA donnee. 
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b) introduction d'une mutation ou d'une alteration (par exemple une modification 
post traductionnelle) ponctuelle supplementaire au niveau des residus 4, 5, 6, 7 
ou8, 

c) determination de Timmunogenicite des fragments peptidiques obtenus a Tetape 
5 b), de preference en effectuant un test Elispot. 

Ce proc^de est bien connu par Thomme du metier. On peut notamment citer par 
reference dans la description les enseignements qui se trouvent a Tadresse 
internet suivante: 
10 www.bimas.dcrt.nih.gov/molbio/hla bind/ 

Ce proc6de permet de determiner toute mutation ou alteration ponctuelle artificielle 
(non presente dans les tumeurs hiunaines) qui serait susceptible d'ameliorer le 
principe actif (le peptide mute immunogene) en employant la methode dite de 
«reverse immunology ». A partir de la connaissance de la sequence en acides amines 

15 d'une proteine, il est possible de predire quels sont les peptides pouvant se lier a une 
poche HLA quelle que soit sa specificite (HLA-A2, HLA-Al, HLA-B7...), puis de 
tester ces peptides in vitro pour leur capacite a se lier effectivement a I'allele HLA 
considere, puis a introduire une mutation ou une alteration ponctuelle sur les acides 
amines sur certaines positions critiques pour Taffmite. Le programme informatique 

20 BIMAS permet d'obtenir une telle prediction. Les regies generates concemant les 
acides amines impliques dans Tancrage aux molecules HLA sont presentees dans 
Parker et al, (1992 et 1994) et Ranunensee et al, (1995). Ces informations sont citees 
par reference dans la description. Bien entendu, le procede selon T invention ne se 
limite pas a Tutilisation du programme BIMAS, et peut etre mis en oeuvre avec tout 

25 programme equivalent. 

Dans un autre aspect, T invention a pour objet un compose peptidique susceptible 
d'etre obtenu a partir d'un procede mentionne ci-dessus caracterise en ce qu'il 
comprend une sequence d'environ 9 a 10 acides amines de la sequence SEQ ID N'^l 
30 presentant au moins une mutation ou une alteration par rapport a la sequence SEQ ID 
N^'l, et ce qu'il entraine une reponse T specifique. Un tel compose peptidique peut 
notamment deriver de la sequence SPRWWPTCL (SEQ ID N°2). 
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On entend par « compose peptidique» dans le cadre de rinvention, une entite 
constitue au minimum par un fragment peptidique deriv6 du polypeptide code par 
une ORF alternative A+1 ou A+2 de iCE ou par une succession desdits fragments 
5 peptidiques, et ayant eventuellement un ou plusieurs autres elements differents des 
acides amines naturels ou non naturels. Ces elements ont pour but de proteger 
chimiquement ou physiquement lesdits fragments peptidiques, et/ou de favoriser leur 
absorption par Torganisme, et/ou leur administration, et/ou leiu" biodisponibilite. Par 
exemple, cette protection permet aux peptides d'atteindre leurs cibles sans subir 
10 Taction de diverses proteases presentes dans Torganisme. De telles modifications 
chimiques peuvent egalement augmenter Taffmite d'un peptide antigenique pour les 
molecules HLA-A2 et permettre une efficacite accrue du vaccin in vivo, Rosenberg 
et al,(1998), 

Lesdits elements peuvent €tre par exemple: 
1 5 - Des groupes chimiques protecteurs connus par I'homme du metier reagissant aux 

extr6mit6s NH2 et/ou COOH d'un peptide, cette modification ne baissant pas 

significativement le caractere immunogenique du peptide. 

Des groupes chimiques am^liorant Tefficacit^ du vaccin in vivo- 

Des lipides ou des acides gras que Ton attache de fa9on covalente aux fragments 
20 peptidiques pour former des composes peptidiques appeles lipopeptides. L'acide 

palmitoique en est un exemple parmi d' autres, Vitiello et al, (1995), cite dans la 

description par reference. 

Une proteine porteuse desdits fragments peptidiques possedant des sites de 
restriction et permettant I'acheminement des fragments peptidiques intactes 
25 jusqu'a leurs sites d'action dans Torganisme. 

Ainsi, le compose peptidique selon I'invention peut comporter au moins un element 
different des acides amines naturels. 



30 Un mode suppl^mentaire de realisation de I'invention conceme un fragment d'ADN 
codant au moins pour \m fragment peptidique defini ci-dessus. Ce fragment peut 
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culture in vitro), et les injecter dans le systeme lymphatique de ce meme patient. 
Cette publication est citee dans la description par reference. 

Un autre aspect de Tinvention a pour objet une composition pharmaceutique 
5 comprenant un compose peptidique ou un melange de composes peptidiques selon 
rinvention et un vehicule pharmaceutiquement acceptable. Cette composition peut 
comporter en outre un ou plusieurs adjuvants immunologiques, notamment des 
facteurs cytotoxiques des tumeurs. 

L'invention porte aussi sur une composition pharmaceutique comprenant un vecteur 
10 d' expression tel qui mentionne ci-dessus et un vehicule pharmaceutiquement 
acceptable ou un fragment d'ADN selon Tinvention ou bien encore les cellules 
indiquees ci-dessus et un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

La composition pharmaceutique ou le produit de combinaison selon T invention peut 
15 comporter en outre un ou plusieurs adjuvants immunologiques, notamment des 
agents cytotoxiques des tumeurs. Ces produits peuvent comporter un vehicule 
pharmaceutique compatible avec une administration IV, subcutan^e, orale, ou nasale, 
de preference s61ectionn6 parmi les liposomes, les nano-particules, ou les emulsions 
lipidiques, charges positivement ou negativement. 

20 

Un autre aspect de Tinvention porte sur I'utilisation d'un compose peptidique tel que 
defmi ci-dessus pour la fabrication d'un medicament, notamment destine au 
traitement du cancer, en particulier des tumeurs soiides, notamment des carcinomes, 
des melanomes, des neuroblastomes, de preference des hepatocarcinomes et des 

25 adenocarcinomes du colon ou du rein. Ce medicament peut etre destine a une 
immunisation ex vivo, consistant notamment a induire in vitro des CTL specifiques 
de tumeurs, les expandre et les reinjectes, ladite induction pouvant etre effectuee a 
Taide de cellules dendritiques chargees ou a une immunisation in vivo. L' invention 
porte aussi stir Tutilisation dudit compose peptidique pour augmenter en milieu de 

30 culture la population des CTL des tumeurs et/ou induire la secretion par lesdits CTL 
de facteurs cytotoxiques tels que par exemple IL-2, IFN-y et TNF et/ou pour stimuler 
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REVENDICATIONS 

1. Compose peptidique caracterise en ce qu'il comprend une sequence d'au moins 8 
acides amines consecutifs de la sequence SEQ ID N°l, et ce qu'il entraine une 

5 reponse T specifique. 

2. Compose peptidique selon la revendication 1 caracterise en ce qu'il comprend 
une sequence ayant au moins 80 % d'identite avec la sequence SPRWWPTCL 
(SEQ ID N°2). 

10 

3. Compost peptidique selon Tune des revendications 1 et 2 caracterise en ce qu*il 
comporte au moins un element different des acides amines naturels. 

4. Proc^de d' identification de composes peptidiques comprenant une sequence 
15 ayant au moins 80% d'identite avec une sequence d 'environ 9 a 10 acides amines 

consecutifs de la sequence SEQ ID N°l caracterise en ce qu'il comprend les 
etapes suivantes : 

a) determination de fragments possedant une sequence d'environ 9 a 10 acides 
amines comportant un motif d'ancrage pour une molecule HLA donnee, 
20 b) determination de rimmunogenicite des fragments peptidiques obtenus a I'etape 
a), de preference en effectuant un test Elispot. 

5. Compose peptidique susceptible d'etre obtenu a partir d'un precede selon la 
revendication 4. 

25 

6. Precede de mise en evidence de mutations ou d'alterations ponctuelles 
artificielles susceptibles d'augmenter I'immunogenicite des composes 
peptidiques selon Tune des revendications 1 a 3 et 5 caracterise en ce qu'il 
comprend les etapes suivantes : 

30 a) Determination de fragments possedant une sequence d'environ 9 a 10 acides 
amines comportant un motif d'ancrage pour une molecule HLA donnee. 



b) introduction d'une mutation ou d'une alteration (par exemple une modification 
post traductionnelle) ponctuelle supplementaire au niveau des r^sidus 4, 5, 6, 7 
ou 8, 

c) determination de Timmunog^nicite des fragments peptidiques obtenus a Tetape 
5 b), de preference en effectuant un test Elispot. 

7. Compose peptidique susceptible d'etre obtenu a partir d'un precede selon la 
revendication 6 caracterise en ce qu'il comprend une sequence d' environ 9 a 10 
acides amines de la sequence SEQ ID N^l presentant au moins une mutation ou 

10 une alteration par rapport a la sequence SEQ ID N^l, et ce qu'il entraine une 

reponse T specifique. 

8. Compose peptidique selon la revendication 7 caracterise en ce qu'il derive de la 
sequence SPRWWPTCL (SEQ ID N°2). 

15 

9. Fragment d'ADN codant au moins pour un fragment peptidique de Tune des 
revendications 1 a 3, 5, 7 et 8. 

10. Fragment d'ADN selon la revendication 9 caracterise en qu'il comprend une 
20 sequence ayant au moins 50% d'identite avec une sequence d'au moins 24 

nucleotides consecutifs de la sequence SEQ ID N°3. 

11. Vecteur d'expression d'un fragment peptidique selon Tune des 1 a 3, 5, 7 et 8 
contenant un fragment d'ADN de la revendication 10 fusionne a un promoteur 

25 efficace dans les cellules eucaryotes, et/ou dans les cellules procaryotes, en 

particulier dans les cellules humaines. 



12. Vecteur d'expression selon la revendication 11 comprenant en outre un ou 
plusieurs marqueur(s) de selection et eventuellement une ou plusieurs 
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sequence(s) codante(s) pour des facteurs d'activation des defenses immunitaires, 
tels que des cytokines et/ou des lymphokines. 

13. Vecteur selon Tune des revendications 11 et 12 caractdrise en ce qu'il s*agit d'un 
5 vecteur viral, d'un plasmide, ou d'un pseudo-vecteur. 

14. Cellules dendritiques chargees en composes peptidiques selon Tune des 
revendications 1 a 3, 5, 7 et 8. 

10 15. Cellules dendritiques transformees par le vecteur d'expression selon i'une des 
revendications 11 a 13. _ 

16. Cellules dendritiques selon Tune des revendications 14 et 15 caracterisees en ce 
qu'elles font parties des macrophages. 

15 

1 7. Composition pharmaceutique comprenant un compose peptidique ou un melange 
de composes peptidiques selon Tune des revendications 1 a 3, 5, 7 et 8 et un 
vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

20 18. Composition pharmaceutique comprenant un vecteur d'expression selon Tune 
des revendications 1 1 a 13 et un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

19. Composition pharmaceutique comprenant notamment un fragment d'ADN selon 
la revendication 9 ou 1 0 et un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

25 

20. Composition pharmaceutique comprenant les cellules selon I'une des 
revendications 14 a 16 et un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 



25 
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21. Composition pharmaceutique selon Tune des revendications 17 a 20 caracterisee 
en ce qu'il comporte en outre un ou plusieurs adjuvents immunologiques, 
notamment des agents cytotoxiques des tumeurs. 

5 22. Composition phamiaceutique selon Tune des revendications 17 a 21 caracterisee 
en quMI comporte un vehicule pharmaceutique compatible avec ime 
administration IV, subcutanee, orale, ou nasale. 

23. Composition pharmaceutique selon Tune des revendications 17 a 22 caracterisee 
10 en ce qu'il comporte im vehicule pharmaceutique s61ectiorme parmi les 

liposomes, les nano-particules, ou les emulsions lipidiques, charges positivement 
ou negativement. 

24. Utilisation d'un compose peptidique selon Tune des revendications 1 a 3, 5, 7 et 



15 8 pour la fabrication d'un medicament. 

25. Utilisation d'un compose peptidique selon Tune des revendications 1 a 3, 5, 7 et 
8 pour la fabrication d'un medicament destine au traitement du cancer. 

20 26. Utilisation d'un compose peptidique selon Tune des revendications 1 a 3, 5, 7 et 
8 pour la fabrication d'un medicament destine a une immunisation ex vivo, 
consistant notamment a induire in vitro des CTL specifiques de tumeurs, les 
expandre et les reinjectes, ladite induction pouvant etre effectuee a I'aide de 
cellules dendritiques chargees. 



27. Utilisation d'un compose peptidique selon Tune des revendications 1 a 3, 5, 7 et 
8 poxir la fabrication d'un medicament destine a une immunisation in vivo. 



30 



28. Utilisation d'un compose peptidique selon Tune des revendications 1 a 3, 5, 7 et 
8 pour la fabrication d'un medicament destine au traitement du cancer, en 




particulier des tumeurs solides, notamment des carcinomes, des melanomes, des 
neuroblastomes, de preference des hepatocarcinomes et des adenocarcinomes du 
cdlon ou du rein. 

5 29. Utilisation d'un compose peptidique selon Tune des re vendi cations 1 a 3, 5, 7 et 
8 pour augmenter en milieu de culture la population des CTL des tumeurs et/ou 
induire la secretion par lesdits CTL de facteurs cytotoxiques tels que par exemple 
IL-2, IFN-Y et TNF. 

30. Utilisation d'un compose peptidique selon Tune des revendications 1 ^1 3, 5, 7 et 
8 pour la fabrication d'un medicament destine a stimuler les defenses 
immunitaires, en particulier pour augmenter la population des CTL des tumeurs 
et/ou induire la s^cr^tion par lesdits CTL de facteurs cytotoxiques tels que par 
exemple IL-2, IFN-y et TNF. 

31. Procede de production d'un anticorps reconnaissant un compose peptidique selon 
rune*des*^re*venddGati0ns-*«l a 3, 5, 7 et 8 eomprenant les^4tapes^G0nsistaiat*a««' 

a) immuniser un mammifere avec ledit compose peptidique, 

b) isoler un anticorps monoclonal qui se lie audit peptide dans un essai 
immunologique. 

32. Anticorps monoclonal susceptible d'etre obtenu a partir du procede selon la 
revendication 31. 

25 33. Procede de detection d'un peptide ou polypeptide code par I'ORP+l de iCE, 
comprenant les etapes consistant a : 

a) mettre en contact un echantillon preleve chez un individu avec un anticorps 
monoclonal selon la revendication 32, 

b) permettre la formation du complexe anticorps-peptide ou polypeptide. 
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c) detecter ledit peptide ou polypeptide au moyen d'un marqueur detectable dans le 
complexe ou qui se lie au complexe. 

34. Trousse de diagnostic comportant notamment un anticorps selon la revendication 
32 pour la detection du cancer. 

35. Trousse de diagnostic comportant notamment un anticorps selon la revendication 
32 pour le prognostique du cancer declare chez un individu. 



36. Composition pharmaceutique comprenant notamment un anticorps monoclonal 
selon la revendication 32 et un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 
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